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核 质 关系 是 细胞 生物 学 和 发 育 生物 学 研究 的 核心 问题 
之 一 。 细 胞 核 移植 技术 是 研究 发 育 中 核 质 关系 的 重要 手段 。 
尽管 最 近 哺 乳 动物 的 细胞 核 移 利 取得 了 重大 帘 破 {Wilmut 
Æ, 1997; Wakayama 等 ，1998)， 查 这 些 成 功 实 验 是 在 种 
内 进行 的 ， 而 异种 则 核 移植 的 研究 报道 较 少 【MecGrath 等 ， 
1986; Wolfe 等 ，1992; 梅 琪 等 ，1993)。 最 近 ， 陈 大 元 等 
(1999) 报道 将 大 该 错 的 子宫 上 皮 细 胞 、 骨 骼 肌 细 胞 和 乳腺 
上 皮 细 胞 的 细胞 核 称 人 去 核 的 兔 卵 母 细胞 后 ， 分 别 有 
9.995, 6.89: 1 11.7% f] 3E F9 D Tr 8] SERE, Dominko 等 
(1999) 把 编 羊 、 猪 、 猴 或 大 鼠 的 表皮 成 纤维 细胞 的 核 移 人 
去 核 牛 卵 母 细胞 后 ,异种 重 构 卵 可 发 育 到 帮 且 期。 但 将 异 
种 胚 移入 受 体 后 ， 受 体能 够 妊娠 ， 但 不 能 发 育 到 期 . 

本 实验 利用 细胞 核 移 植 技术 对 小 鼠 和 蛙 两 个 不 同 目的 
动物 进行 炉 质 杂交 ， 观 察 异 种 移 核 肛 的 发 育 情况 ,探讨 种 
间 核 质 作 用 关系 并 试图 为 进行 异种 间 核 移植 克隆 提供 依据 ， 


1 材料 与 方法 


1,1 猪 孵 母 细胞 的 获得 ” 靖 卵 党 卵 母 细胞 的 收集 和 培养 详 
MÆRE (1995) 和 Funahashi 等 (1996). 培养 液 滴 为 
200 pL， 每 滴 放 入 235 ~ 30 PED rr Sp GESRRRCSE dS (COC)。 
培养 条 件 为 38.5 -39'"C. 596CO,. 10095 湿度 . 培养 4Bh 
后 ， 经 0.5 允 的 透明 质 酸 酶 处 理 ， 脱 除 孵 丘 细胞 。 选 择 形 
态 良好 具有 第 1 HERMA. FA 

1.2. 小 鼠 卵 裂 球 的 获得 及 卵 丘 细胞 的 处 理 ”常规 超 排 。 取 
2- 细胞 和 8- 网 胞 时 期 的 胚胎 ， 并 将 其 分 成 游离 的 孵 裂 球 
备用 { 严 云 勤 等 ，1995)。 小 和 鼠 卵 丘 细胞 则 来 自 hCG 注射 
后 16~17h 的 COC， £e 0.19635 SH RBS RETE, dif Hl 
EORNM ~ 和 次 后 ,室温 下 培养 ， 待 用 。 

1.3 核 移植 操作 与 电 融 合 ” 采 用 Hoechst 33342 染色 ， 并 
在 荧光 镜 下 去 核 。 按 常规 核 移植 方法 (Baton $, 1987; 
严 云 勤 等 ，1995) 把 小 鼠 卵 裂 球 移 作 猪 去 核 卵 母 细胞 的 孵 
周 隙 中 。 然 后 将 待 融合 的 重 构 卵 移 到 电极 间 的 融合 液 中 ， 
H BTX ECM2001 型 融合 仪 进行 电 刺激 (AC; Sv, 5~10 
s; DC; 1.5kVAem，30 ps, Rh 1 次 )，。 把 电 刺 后 的 卵 洗 
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RIK, ÉA Whitten 氏 液 中 ,在 39 民 培养 30 min. 让 其 融 
& (图 1: AL B, C). 

卵 斤 细 胞 的 核 移 植 采 取 直 接 注 射 法 【Wakayama 等 ， 
1998)， 用 内 径 为 5 pm 的 注射 管 先 将 细胞 质 膜 弄 破 ， 再 将 
以 注射 人 去 核 的 猪 卵 母 细胞 内 {图 1 HO. 经 37% 培 养 30 
min 后 ， 再 对 重 构 卵 进行 电 刺 激 (1.5 kV/em. 30 ps 的 直流 
脉冲 刺激 1 次 )。 
1.4 供 体 核 在 受 体 胞 质 中 的 膨大 ”分别 在 融合 后 4、8、 
Il2 和 20h 取 融 合 孵 进行 压 片 ， 经 Hoechst 33342 染色 处 理 ， 
荧光 检查 、 测 量 核 ‘原核 的 直径 并 拍照 。 以 小 鼠 正 常 8 
-细胞 的 核 和 孤 肉 激活 ‘激活 方法 见 Prather 等 ，1991) 后 
20h 猪 卵 形 成 的 唯 原核 作为 对 照 。 
1.5 异种 重 构 卵 在 中 间 受 体内 的 培养 以免 作为 中 间 爱 
体 . 将 已 经 融合 的 重 构 卵 或 经 直接 注射 并 电 刺 激 后 的 重 构 
$8, E 1.09780 1.290 TERI RUD (9 BR JS, BAE 
子宫 和 输卵管 结合 部 结扎 的 免 输 卵 管 内 。 在 兔 体 内 发 育 3 
~5d 后 . 取出 输卵管 ， 回 收 胚 有 返 ， 检 查 发 育 情况 .。 
1.6 ”异种 移 核 胚 的 染色 体 分 析 由 于 将 卵 内 含有 大 量 的 脂 
ji, 染色 体制 作 比 较 困 难 - 寺 以 前 的 方法 (Li 等 ，1998 ) 
略 作 改 进 ， 即 将 培养 得 到 的 胚胎 经 秋水 仙 素 处 理 3~4h， 
再 经 0.5% 的 KCI MGE EFE 15 ~ 20 min. 然后 ， 把 胚胎 吸 至 
2 mL 固定 被 (甲醇 ;六 乙酸 =3:1) 中 脱 队 透 明 带 后 、 将 胚 
BAAR RR AE, BH 3 ~ 4 滴 固 定 液 固定 ; 同时 用 徽 吸 
管 轻 轻 地 吹 、 促 使 细胞 散 开 ， 

每 项 实验 均 重 复 了 次 以 上 -。 


2 & R 


21 小 鼠 胚 胎 细 胞 核 构 成 的 重 构 卵 的 发 育 

2.1.1 供 体 核 在 受 体 胞 质 中 的 脱 大 ”小 鼠 细 胞 核 融 和 猪 卵 
细胞 质 后 ， 也 发 生 正 常 的 核 肪 大 。 融 合 前 小 鼠 8- 细胞 卵 
裂 球 核 的 直径 为 8.985 um ; 融合 4h 后 的 核 已 经 有 所 膨大 、 
为 10.668 um; 8h fà 16.389 um: 12h 后 为 22.00pm， 此 
时 核 内 染色 质 仍 比 较 均 一 ;到 20 h 时 ,校内 出 现 染 色 质 凝集 ， 
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图 1 鼠 猪 异种 核 移 植 观察 
Fig.l Interspecific nuclear transfer between mouse and pig 
A: ERIRE (nicromampulation?; B; 核 注 人 后 的 竺 融合 卵 (reconstructed egg to be electrifused); C; 已 名 融合 的 异种 胚 ， 
篇 头 指 未 融合 异种 豚 ‘electrofused hybrid embryos, arrow indicates the not fused one); D: 异种 胚 发 育 到 2 -细胞 捐 (bybrid 
em-bryo at 2-cell stage); 下 :异种 胚 发 育 到 4 -细胞 期 (bybrid embryo at 4-cell stage) ; 了 :异种 胚 发 育 到 8 — SR ILS i bybnd em- 
bryo at 8-cell stage); G: 异种 胚 染色 体 由 (chromosomes of a hybrid embryo, 2u- 40); H: 将 小 鼠 卵 丘 细 胞 直接 注入 猪 去 核 孵 


中 {microinjecting directly the mouse cumulus cell nuclei iuto enucleated porcine pvcvte) » 


HETA, H A SA GI24.12 um. T SESS 20 h 的 
猪 卵 原核 直径 为 26.,01 ume 

2.1.2 小 鼠 胚 胎 细 胞 核 构 或 的 异种 重 构 卵 在 中 间 受 体内 的 
发 育 将 融合 后 的 重 构 卵 移 人 免 输 卵 管 培养 4~5d 后 ,将 
重 构 卵 从 输卵管 中 冲 出 ， 观 察 的 结果 是 : 以 8- 细胞 卵 裂 球 
作为 供 体 核 时 ，3.2 允 (2762) 可 发 育 到 8 - 细胞 期 但 不 
再 继续 发 育 {图 1: D, 下、F)。 而 以 2-~ 细胞 卵 裂 球 为 供 体 
核 时 ， 只 卵 裂 到 2 - 细胞 期 (3.7%)}， 这 可 能 与 此 时 的 小 鼠 
胚 尚未 越过 体外 发 育 阻 断 有 关 。 胎 荧光 检测 证 实 ， 孵 裂 球 
中 均 有 细胞 核 存 在 ， 而 不是 由 卵 碎 裂 所 致 。 

2.1.3 异种 胚 的 染色 体 分 析 “异种 胚 的 染色 体 数 为 4 条 ， 
而 且 是 小 鼠 的 映 部 着 丝 点 的 汪 色 体 2n= 和 4 和 (A16), 表明 
异种 凸 是 由 小 鼠 细 胞 核 指导 发 育 来 的 ， 从 而 排除 了 因 去 核 
下 佑 底 造 成 孤 峻 发 育 的 可 能 性 。 

2.1 小 鼠 卵 丘 细胞 的 核 指 导 重 构 卵 发 育 共 注 射 卵 母 细 
胞 107 枚 , 存活 54 枚 (存活 率 50.5 % ) ,经 中 间 受 体 培养 
3-4d 后 , ll BERG 42 tk (77.8%}。 其 中 有 11.9% (57 
42) 发 育 并 停止 在 4- 细胞 期 ; 7.1% (37/42) 停止 在 2- 细 
胞 期 : 


3 讨 it 
本 实验 结果 表明 . A. ROMPE REC RT DI TE 8E BE Eg HL FR P 


REEK, EMAG 20 h, BO ER ALBAS 8.985 um MEX A 
24.12um, EK T 16995, EA E- E REIS BB HUE 


的 原核 大 小 (26.01pm) 相近 。 梅 祺 等 《1993》 H, DA 
8- 细胞 期 卵 裂 球 的 核 在 免 卵 中 及 大 了 161.7%. XX LRL ER 
人 核 确实 发 生 了 形态 及 基因 的 重 排 《Stice 等 ，1989; 
Prather 等 ，1990)。 

在 进行 不 同属 之 间 的 异种 动物 核 移植 时 ，Wolfe 等 
(1992) AM, LSA ERZA AHERE EA RAHN, 
EEEX 1.796 ~ 2.3%; 而 牛 ( Bos taurus) MER 
( Mesocricetus auratus ) 目 间 的 组 合 则 未 发 生 卵 裂 。MeGrath 
等 (1986》 在 鼠 类 种 间 原 核 互 换 实验 中 ,重组 胚 也 仅 有 几 
次 卵 裂 。 梅 被 等 《1993)》 的 鼠 免 核 质 杂 交 有 5.4% 的 杂种 胚 
ZAIRE, ERREA 4.1%, WRH, MARE 
构 卵 可 卵 裂 至 8 - 细胞 时 期 。 陈 大 元 等 (1999) fEG X REX 
的 体 细胞 可 以 在 兔 卵 母 细 胞 质 中 去 分 化 ， 恢 复 全 能 性 ， 并 
控制 重 构 孵 发 育 到 种 胜 。Dominko 等 (1999) 把 绵羊 、 猪 、 
次 或 大 鼠 的 表皮 成 纤维 细胞 的 核 移 到 去 核 牛 卵 母 细 胞 后 ， 
异种 重 构 卵 可 发 育 到 帮 及 期 。 本 研究 表明 ， 鼠 猪 异种 重 构 
BEBÉS ERROR E ERRAR. d ELS - NERIS SES 
ERHIfE 3.296 89 S-RjGR FR BB EE BI 8 -细胞 期 ; 但 小 鼠 2 - 
细胞 早期 有 是 胎 的 核 只 能 使 3.7% (1/27) 的 重 构 卵 分 烈 1 
次 。 而 将 小 鼠 的 卵 据 细胞 移 人 去 核 的 猪 卵 母 细 胞 后 ， 有 
19.0% 的 重 构 卵 能 够 卵 裂 ,但 停止 于 4- 细胞 期 。 可 能 是 由 
于 猪 卵 母 细胞 胞 质 内 含有 大 量 的 脂 注 ， 小 鼠 的 细胞 核 难以 
控制 其 进一步 发 育 的 缘故 。 
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